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(54) Title: METHOD FOR PREPARING COLLAGEN FROM CNEDARIANS, AND RESULTING COSMETIC COMPOSITIONS 

(54) Titre: PROCEDE DE PREPARATION DE COLLAGENE A PARHR DE CNID AIRES, ET COMPOSITIONS OBTENUES 
UTHJSABLES EN COSMETIQUE 

(57) Abstract 

A method for preparing collagen by washing cnidarians, particularly pre-frozen and pre-crushed jellyfish, and subjecting them to acid 
extraction, centrifugation and saline precipitation. CoUagen with an amino acid composition including less than 7 % alanine and at least 
0.5 % cystine is thereby obtained. The method is useful for preparing pharmaceutical and cosmetic compositions. 

(57) Abrege* 

L'invention conceme la preparation de collagene. Le proedde* de preparation de collagene cons is te a effectuerun lavage de cnidaires, 
notamment de mouses prealablement congeltes et broyees, suivi d'une extraction acide, d'une centrifugation, et d'une precipitation saline! 
On obtient ainsi un collagene dom la composition en acides aminds comprend moins de 7 % d'alanine et au moins 0,5 % de cystine. 
Application aux compositions pharmaceutiques et cosmdtiques. 
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1 

Precede de preparation de collagene a partir de cnidaires, et 
compositions obtenues utilisables en cosmetique. 

La presente invention concerne un collagene presentant 
une composition determinee en acides amines, un precede de 
preparation de collagene d'origine marine ayant cette composi- 
tion, et plus particulierement un precede de preparation de 
5 collagene a partir de cnidaires, notamment de meduses, ainsi 
que des compositions cosmetiques le contenant. 

Le collagene est une substance proteinique dont les 
proprietes sont mises a profit dans divers domaines techni- 
ques, notamment 1 1 industrie du papier, du textile, des 

10 produits alimentaires, des produits pharmaceutiques et des 
produits cosmetiques. II est generalement obtenu a partir de 
substances animales telles que des peaux de bovins ou des 
peaux de poissons. 

Ainsi, le brevet FR-A-2 . 678 . 624 decrit un precede de 

15 preparation de collagene utilisable dans diverses industries, 
consistant a utiliser la peau non pigmentee de certains pois- 
sons plats, pour extraire le collagene a 1 • etat natif et le 
separer par precipitation a partir du surnageant. Le brevet 
FR-A-2. 636. 333 concerne un precede de preparation de collagene 

20 a partir de peaux fraiches, notamment de bovins, suivant 
lequel on lave les peaux puis on les traite par voie mecanique 
pour defibriller le tissu dermique. Le brevet EP-A-079.398 
decrit la preparation de collagene a usage chirurgical par 
traitement de peaux par voie chimique, consistant a effectuer 

25 une desagregation alcaline suivie d'un traitement a l'acide 
chlorhydrique, d'un lavage et d - une reticulation des fibres 
collageniques en presence d'un agent emulsifiant. 

L'une des principales difficultes inherentes aux precedes 
connus resulte du grand nombre d'impuretes, contaminants et 

30 agents non convent ionnels provenant des diverses sources 
utilisees, telles que peaux de bovins ou de poissons, et quand 
le collagene doit etre utilise dans 1 • industrie des produits 
pharmaceutiques ou cosmetiques, il est indispensable qu ' i 1 
soit extremement propre , et en consequence il est alors neces- 
5 saire d- effectuer de nombreuses operations supplementaires de 
purification, qui alourdissent considerablement le cout econo- 
mique de la preparation. Ainsi, dans le cas du collaaene 
d'origine bovine, le mode de preparation doit tenir compters 
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risques de contamination virale ou d ' agents non convent lonne 1 s 
(prions) , tandis que dans le cas du collagene de poissons, on 
utilise generalement des dechets ou des sous-produ its de recu- 
peration qui peuvent contenir des contaminants. De plus, la 
5 composition du collagene en acides amines varie sensiblement 
en fonction de la source utilisee et du procede de prepa- 
ration . 

On sait que les cnidaires sont des organismes relative- 
ment simples, du type metazoaire, contenant essent iellement de 

10 1 1 eau et du collagene, dont les meduses sont la phase princi- 
pale. La composition en acides amines du collagene des meduses 
a ete analysee [voir par exemple S. Kimura et al., 11 Le colla- 
gene comme principal constituant comestible de la meduse" , J ■ 
of Food Science , vol.48, pp. 1758-1760 (1983)], mais l'utilisa- 

15 tion du collagene de cnidaires, ou de meduses, dans des compo- 
sitions cosmetiques n'a jamais ete decrite, sans doute en 
raison des proprietes urticantes bien connues de nombreuses 
especes . 

On a done ete amene a rechercher de nouveaux precedes de 
20 preparation de collagene ou de nouvelles sources de collagene 
evitant les inconvenients precites, e'est-a-dire permettant 
d'obtenir du collagene exempt de contaminants divers et 
presentant une purete suffisante pour une utilisation dans 
1 1 industrie pharmaceutique et cosmetique, avec un rendement 
25 satisf aisant . 

Or, on a constate, a la suite des travaux realises par 
les inventeurs, qu ! il est possible d'obtenir du collagene 
natif de la matrice extra-eel lulaire et de composition adaptee 
a une utilisation en cosmetique, en effectuant une extraction 
30 a partir de cnidaires. 

La presente invention a done pour objet un procede de 
preparation de collagene utilisable dans 1 1 industrie des 
produits cosmetiques, a partir de cnidaires, permettant d'ob- 
tenir un collagene de bonne qualite et d'excellente purete. 
35 L 1 invention a egalement pour objet le collagene obtenu 

par ledit procede, presentant une composition determinee en 
acides amines, ainsi que des compositions cosmetiques le 
contenant . 
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Suivant la presente invention, le procede de preparation 
de collagene utilisable dans des compositions pharmaceut iques 
et cosmet iques , consiste a effectuer un lavage de cnidaires, 
suivi d'une extraction acide, d 1 une centr i f uga t ion , et d'une 
5 precipitation saline. 

II est preferable de traiter des cnidaires, notamment des 
meduses de la classe des schyphomeduses , prealablement conge- 
lees, que l'on broie avant et/ou apres l'etape de lavage. 
Suivant une forme pref erentielle de realisation de l'inven- 

10 tion, on traite des schyphomeduses de l'ordre Rhizostoma, plus 
particulierement Rhizostoma pulmo . 

L'etape d ! extraction acide peut s' effectuer par exemple 
en milieu acide acetique de concentration comprise entre 0,2 M 
et 2 M, suffisante pour solubiliser le collagene. 

15 L'etape de precipitation saline, apres centrif ugation 

suivant une technique classique, peut s 1 effectuer par exemple 
au moyen d'une solution aqueuse de chlorure de sodium, en 
concentration appropriee, de telle sorte que la force ionique 
du milieu soit comprise entre 1 et 4 . 

20 H est preferable, conf ormement a 1' invention, que la 

temperature ne depasse pas 15 # C environ dans les extracteurs , 
afin d'eviter une denaturation du collagene. 

Le procede conforme a la presente invention presente 
l'avantage d'etre utilisable directement a l'echelle indus- 

25 trielle. II permet de traiter simplement, par lots ou en 
continu, des quantites importantes de meduses, pouvant aller 
de quelques dizaines a plusieurs centaines de kilogrammes, et 
procure un collagene natif de poids moleculaire important, ne 
comportant pratiquement pas de sous-unites inferieures a 

30 100.000 Daltons. Ainsi, a partir d'environ 600 kg de meduses, 
on peut preparer pres de 2 kg de fibres essorees de collagene 
comprenant environ 5% de proteines collageniques . 

De plus, le procede de 1' invention utilise des cnidaires 
entiers, notamment des meduses, et non des sous-produits ou 

35 des fragments d ' organ ismes . 

Le collagene obtenu con f ormement a la presente invention 
se distingue en ce que sa composition en acides amines 
comprend moms de 9% d'alanine et au moins 0,5% de cystine. De 
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preference, la teneur en alanine est comprise entire 3% et 8%, 
et la teneur en cystine est comprise entre 0,8% et 1,2%. 

On constate en outre un taux d 1 hydroxyprol ine reduit de 
moitie environ par rapport aux extraits collageniques de pois- 
5 sons connus dans la technique, et un taux d 1 hydroxylysine 
eleve, superieur a 2% et pouvant atteindre 4 a 6%, entrainant 
une augmentation des liaisons interchaines et une amelioration 
des proprietes rheologiques des solutions obtenues a partir de 
ce collagene. Enfin, le taux d'arginine est nettement 
10 superieur au taux observe dans les collagenes de poissons, ce 
qui contribue a ameliorer la stabilite du produit, notamment 
vis-a-vis de l'oxydation, des effets des radicaux libres, et 
des ultraviolets. 

Un des avantages de 1 ' invention est que 1 1 on obtient un 
15 collagene natif de la matrice extracellulaire qu'il n'est pas 
necessaire de traiter par hydrolyse enzymatique, contrairement 
aux collagenes usuels de la technique qu'il faut hydrolyser 
par addition de pepsine pour ameliorer leur solubilite. 

La temperature de debut de denaturation du collagene de 
20 meduses conforme a 1' invention est voisine de 27-28 °C, tandis 
que la temperature de denaturation des collagenes acido-solu- 
bles de mammiferes est de l'ordre de 38 'C. Cette temperature 
plus basse constitue une caracteristique avantageuse du colla- 
gene de l 1 invention. 
2 5 Le type de collagene a ete determine par une technique 

immuno-enzymatique (ELISA) fondee sur 1 1 util isat ion 
d'anticorps diriges contre les differents type connus de 
collagene (collagene de types I, III, IV et V). Apres 
sensibilisation des plaques, reaction avec les anticorps et 
30 revelation suivant la technique usuelle, le type de collagene 
est identifie par mesure de la densite optique. 

Les essais de tolerance effectues avec le collagene de 
1' invention suivant une methode usuelle, ont montre un indice 
d 1 irritation cutanee primaire inferieur a 0,4, significatif de 
35 1 'absence d' irritation cutanee. De meme , les essais d 1 irrita- 
tion oculaire ont montre que le collagene de 1 1 invention est 
tres faiblement irritant (indice d' irritation naximale a 1 
heure egal a 7,6) . 
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Les compositions cosmetiques preparees con f ormemen t a 1 
presente invention ont fait apparaitre d ■ interessantes 
proprietes, notamment en ce qui concerne l'effet de stimula- 
tion de la cicatrisation des plaies, de regeneration d 
5 tissus, d'assouplissement et d 1 adoucissement de la peau, i_ 
que la composition est appliquee sur la peau. De pl'us,"l 
collagene presente des proprietes filmogenes et hemostat iques . 

Les compositions a base de collagene suivant 1 • invention 
peuvent etre presentees sous les formes usuelles de creme, 
10 emulsions, pommades ou gels. 

Les exemples suivants, donnes a titre non limitatifs 
decrivent la preparation de collagene conformement a 1 • inven- 
tion, ainsi que des compositions adaptees a une utilisation en 
cosmetique . 



15 



Exemple l 

On concasse 600 kg de meduses congelees, que 1'on laisse 
reposer en cha.bre f roide ( 4 • C) j usqu « a decongelation 
complete. 

Apres lavage a l'eau, on precede a un broyage puis a une 
20 extraction en milieu acetique (acide acetique 0,5 M) dans un 
extracteur de 5 B 3. L'extraction est realisee pendant environ 
12 heures, sous faible agitation au moyen d'un agitateur rota- 
tif (50 trs/min) a une temperature comprise entre 12 et 15«c. 

L'extrait est ensuite centrifuge en continu sur une 
25 centrifugeuse industrielle , et apres separation des particules 
en suspension, le centrifugat est precipite par addition de 
chlorure de sodium. 

Les fibres de proteines col lageniques precipitees en 
irnlxeu salin (force ionique 2) sont essorees pour obtenir 
30 environ 2 kg de fibres a 5% de proteines collageniques . 

Des solutions aqueuses dosees a 0,1%, 0,3% ou 0,6% de 
proteines collageniques sont preparees a partir des fibres. 

On obtient ainsi un extrait collagenique se presentant 
sous forme de liquide visqueux legerement opalescent, miscible 
35 a l'eau, de pH voisin de 4,0. 
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La composition en acides amines est la suivante, comparee 
a celle d'un extra it collagenique de type connu , obtenu a 
partir de peaux de poissons: 



Acide amine 


Collagene de 

J. lnVcIlLlUJl 


Collagene de peaux 
de poissons 


Acide aspartique 


/ , Uo 


5,65 


Threonine 


3,29 


2 , 04 


Serine 


3 , 89 


c. f ~> O 


Acide glutamique 


11,63 


8 51 


Proline 


1 1 , lz 


11,91 


Glycine 


*"> 1 -} A 

3 1,34 


19 ft 7 
J z. , u / 


Alanine 


A AC 

4,45 




Valine 




2,79 


Cystine 




0,00 


Methionine 


U , lb 


0,20 


Isoleucine 


2 , 17 


1,29 


Leucine 


3 , 13 


2 ,93 


Tyrosine 


0,49 


0,00 


Phenylalanine 


1,31 


1,70 


Histidine 


0 ,86 


0 ,88 


Lysine 


3 , 28 


3 ,40 


Arginine 


6, 57 


4 ,70 


Hydroxyprol ine 


3 , 03 


5 , 92 


Hydroxylysine 


3 , 04 


0,41 



L* analyse de la composition en acides amines a ete effec- 
tU ee par chromatographic sur colonne echangeuse d'ions de la 
proteine hydrolysee, suivant une technique classique. 

Les resultats de 1' analyse indiques ci-dessus montrent 
10 que le collagene obtenu suivant la presente invention contient 
environ 1% de cystine, tandis que le collagene de type connu 
n'en contient pas. De plus, sa teneur en alanine (4,45%) est 
nettement reduite par rapport a celle du collagene connu 
(12,59%). 

15 L a presence de cystine est particulierement interessante , 

conformement a 1' invention, car elle ameliore cons iderablement 
la qualite cosmetolog ique des compositions cosmetiques prepa- 
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rees avec le collagene de 1 1 invention en raison de 1'af finite 
de la cystine pour la keratine de la peau. 

D 1 autre part, on constate que le taux d 1 hydroxylysine est 
* superieur a 3% (contre moins de 0,5% pour le collagene de peau 
5 de poisson) , ce qui ameliore sensiblement les proprietes 
rheologiques des solutions obtenues a partir de ce collagene 



matriciel 



Exemple 2 

On prepare une emulsion huile dans eau en melangeant les 
10 composants suivants, suivant la technique usuelle : 



15 



Propylene glycol 


2 , 0 


g 


PEG 4 00 


3,0 


g 


Conservateur 


0,3 


g 


Carbopol 94 1 


0,2 


g 


Myristate d'isopropyle 


1,0 


g 


Alcool cetyli'que 


3,0 


g 


Acide stearique 


3,0 


g 


Huile de germe de mals 


2,0 


g 


Parfum 


0,5 


g 


Collagene de 1 1 invention (a 0,6%) 


4,0 


g 


Eau demineralisee, quantite suffisante 


pourioo , o 


g 



20 



On utilise du collagene en solution aqueuse a 0,6%, 
contenant 6 g de collagene par litre de liquide. 

Exemple 3 

25 on prepare une emulsion eau dans huile en melangeant les 

composants indiques ci-apres, suivant la technique usuelle : 

Protegin 19 , 0 g 

Huile de vaseline 11,0 g 

Glycerine 4/0 g 

30 Sulfate de magnesium 0,5 g 

Parfum n c ^ 

0,6 g 

Conservateur 0 2 g 

Collagene de 1 ' invention (a 0,6%) 2,0 g 

On utilise du collagene en solution aqueuse a 0,6%, 
35 contenant 6 g de collagene par litre de liquide. 



WO 95/17428 



8 



PCTAFR94/01494 



Exeraple 4 

On prepare un gel hydro-alcool ique en melangeant les 
composants suivants, suivant la technique usuelle : 

Carbopol 94 1 1 '° 9 

5 Triethanolamine 1 '° 9 

Ethanol a 95% 60,0 g 

Glycerol 3 , 0 g 

Propylene glycol 1/° 9 

Collagene de 1 1 invention (a 0,6%) 1/0 g 

10 Eau, quantite suffisante pour 100,0 g 
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REVENDI CAT IONS 



1. Procede de preparation de collagene utilisable dans 
des compositions pharmaceut iques et cosmet iques , caracterise 
en ce qu'il consiste a effectuer un lavage de cnidaires, suivi 

5 d'une extraction acide, d'une centr i f ugat ion , et d 1 une preci- 
pitation saline. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
que I 1 on traite des cnidaires, notamment des meduses de la 
classe des schyphomeduses , prealablement congelees, que 1 • on 

10 broie avant et/ou apres l'etape de lavage. 

3. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 
et 2, caracterise en ce que 1 • on traite des cnidaires 
constitues par Rhizostoma pulmo. 

4. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
15 que 1« extraction acide est realisee en milieu acide acetique 

de concentration comprise entre 0,2 M et 2 M. 

5. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce 
que la precipitation saline est realisee au moyen d'une solu- 
tion aqueuse de chlorure de sodium, en concentration telle que 

20 la force ionique du milieu soit comprise entre 1 et 4 . 

6. Collagene utilisable dans des compositions pharma- 
ceutiques et cosmetiques, caracterise en ce que sa composition 
en acides amines comprend moins de 9% d» alanine et au moins 
0,5% de cystine. 

25 7 * Collagene selon la revendication 6, caracterise en 

ce que sa teneur en alanine est comprise entre 3% et 8%, et sa 
teneur en cystine est comprise entre 0,8% et 1,2%. 

8. Collagene selon l'une quelconque des revendications 
6 et 7, caracterise en ce que sa composition en hydroxylysine 

30 est superieure a 2% . 

9. Composition cosmetique caracterisee en ce qu'elle 
contient du collagene selon l'une quelconque des revendica- 
tions 6 a 8, associe a un support acceptable en cosmetique. 

10. Composition cosmetique selon la revendication 9, 
35 caracterisee en ce qu'elle est sous forme de creme, de gel, 

d' emulsion ou de pommade. 
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